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Nesse trabalho determinou-se, por espectrofotometria no UV–Vis e 
fluorimetria, a estequiometria e constante de associação entre substratos derivados 
do ácido gálico e monômeros funcionais como parte de estudos de pré-
polimerização, para construção de polímeros impressos molecularmentes, a serem 
utilizados como agentes controladores a liberação de fármacos.  
Os substratos estudados foram o ácido 3,4,5‐trihidroxibenzóico (AG), ácido 
3,4,5‐triacetoxibenzóico (AGac), 3,4,5-trihidroxibenzoato de octila (EAG) e o 3,4,5-
trihiacetoxi-N-fenilbenzamida (AAGac) e os monômeros funcionais ácido acrílico 
(AA), 4-vinilpiridina (VP), metacrílamida (MCA).  
As estequiometrias dos complexos (S-M) puderam ser determinadas por 
diferentes técnicas, espectrofotometria no UV-Vis e Fluorimetria, e diferentes 
métodos, razão molar e job. Os valores de razão estequiométrica apresentaram 
discrepância em alguns resultados, não devido ao método utilizado, mas sim à 
técnica. 
As constantes de associação foram calculadas para os substratos pelo 
método de Benesi-Hildebrand. Os complexos moleculares entre AG-AA Ka = 2697), 
EAG-VP (Ka = 23514),  AAGac-VPY(Ka = 1733) e AAGac-MCA       (Ka = 2107) foram 
os que apresentaram maior Ka  dentre os sistemas estudados. 














O ácido gálico e seus derivados têm sido amplamente utilizados na indústria 
farmacêutica1 como antioxidantes, além de possuírem atividades inibidoras do vírus 
da herpes HSV-1 e HSV-2 e do vírus da AIDS HIV-12 . Apesar destas importantes 
propriedades tornarem o ácido gálico e seus derivados bons candidatos para criação 
de sistemas de liberação controlada de fármacos, poucos estudos tem sido 
reportados na literatura com tal finalidade, e até o momento nenhum trabalho 
relacionado com a utilização de MIPs como matrizes de sistemas de liberação 
destes fármacos foi realizado.  
Este trabalho tem por objetivo estudar a otimização na construção de MIP’s 
(Pré-Polimerização) que possam liberar controladamente o ácido gálico/derivados a 
um sitio especifico. A otimização pode ser feita através de estudos na formação dos 
complexos S-M, determinando-se suas constantes de associação, por técnicas como 
espectrofotometria na região do UV-Vis e Fluorimetria e assim escolher 
racionalmente quais monômeros funcionais utilizar na síntese dos MIP`s. 
 
2. Revisão da Literatura  
 
2.1 Polímeros por Impressão Molecular 
Polímeros formados por Impressão Molecular (MIP’s) são materiais 
poliméricos preparados com o objetivo de formar, por toda a rede polimérica, 
cavidades complementares a uma molécula modelo (substrato). A preparação do 
MIP é feita em uma seqüência de passos3 (Figura 1). 
Primeiro, o substrato se liga a monômeros funcionais (ligantes) em um 
solvente inerte. Essa ligação pode ser covalente ou não covalente (interações 
eletrostáticas, forças de van der waals, interações - stacking ou ligações de 
hidrogênio). Um co-monômero formador da rede polimérica (Cross-Linker) é 
adicionado ao meio. Uma substância iniciadora deve ser adicionada para que a 
polimerização comece. Por ação de calor ou luz ultravioleta a co-polimerização 
ocorre e o complexo resultante da interação Substrato-Monômero Funcional (S-M) é 
incorporado na rede polimérica. Após a polimerização, o substrato deve ser extraído 
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do polímero, deixando assim cavidades complementares na rede polimérica. A 
cavidade deve ser então, capaz de reconhecer seletivamente a molécula modelo 3.  
 
 
Figura 1. Etapas na síntese de um Polímero Impresso Molecularmente. 
A religação seletiva da molécula modelo com o MIP pode ser explorada em 
sensores eletroquímicos4, liberação controlada de fármacos5 e separações 
analíticas6, entre outras aplicações. 
A formação de cavidades complementares a um substrato em um MIP’s 
possibilita o reconhecimento molecular, que constitui uma ferramenta bem 
desenvolvida na área analítica, principalmente no que se refere à separação e 
quantificação de diferentes substâncias, como fármacos e moléculas bioativas, 
presentes em matrizes mais ou menos complexas. Outra razão que tem promovido o 
interesse pelos MIPs reside no fato de estes poderem mimetizar receptores 
biológicos em estudos de desenvolvimento de novas substâncias com atividade 
farmacológica e também poderem detectar substâncias específicas em fluídos 
biológicos (como, por exemplo, nos testes de detecção de drogas de abuso)7.  
A escolha racional de monômeros funcionais através de estudos pré-
polimerização é uma etapa importante na otimização de MIP’s8, 9, pois esses estudos 
permitem que a interação o substrato e monômeros funcionais seja avaliada através 
da determinação da constante de formação do complexo molecular Substrato - 
Monômero. A constante de associação  (Ka) do complexo S-M pode ser determinada 
com o uso de diferentes técnicas, como RMN - 1H, fluorimetria, e espectrofotometria 
no UV-Vis. Assim, a escolha de um monômero funcional mais adequado para um 
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determinado substrato na síntese do MIP pode ser feita de maneira racional através 
da obtenção do valor da Ka do complexo S-M.  
 
2.2 Ácido Gálico/Derivados 
O ácido 3,4,5‐trihidroxibenzóico (Figura 2), também conhecido como ácido 
gálico, é um ácido orgânico encontrado amplamente em todo reino vegetal em sua 
forma livre ou como taninos. Em sua forma pura apresenta-se como um sólido 
incolor e cristalino. Tanto o ácido gálico como seus derivados são utilizados na 
indústria farmacêutica, isto porque estudos in vitro e in vivo em humanos, animais e 
cultura de células indicam que estes compostos agregam uma serie de propriedades 
extremamente relevantes em seus usos como fármacos, como: (1) mostram 
citotoxidade a células cancerígenas sem dano a células saudaveis10, (2) utilizados 
no tratamento de diabetes11, (3) apresentam propriedades antifúngicas e antivirais12, 
(4) fornecem proteção a células contra processos oxidaditos13, (5) podem ser usados 
no tratamento de psoríases e hemorróidas externas14.  
Apesar destas importantes propriedades tornarem o ácido gálico e seus 
derivados bons candidatos para criação de sistemas de liberação controlada de 
fármacos, poucos estudos tem sido reportados na literatura para tal finalidade, como 
por exemplo, a incorporação do derivado éster do ácido gálico (ácido tânico) em 
micropartículas de quitosana como sistemas de liberação controlada in vitro15, e até 
o momento nenhum trabalho relacionado com a utilização de MIPs como matrizes de 
sistemas de liberação destes fármacos.  
 
 
                                                                                                         
 
 
Figura 2. Ácido gálico e seus derivados amida e éster. 
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2.3 Associação Molecular 
Estudos de associação molecular estão inseridos dentro da área de química 
supramolecular e são importantes no desenvolvimento de MIP’s, onde se estuda, 
através de ensaios de pré-polimerização, a associação na formação do complexo 
molecular S-M. 
 Complexos moleculares são espécies formadas pela associação não 
covalente de duas ou mais moléculas. Por convenção, o substrato (S) é a espécie na 
qual uma propriedade física ou química está sendo medida e o monômero funcional 
(M) é a espécie cuja concentração é a variável independente16.  
 A formação de complexos moleculares pode ocorrer em diferentes razões 
estequiométricas S-M, sendo que as proporções 1:1, 1:2 e 2:1 são reportadas na 
literatura como sendo mais estáveis e de mais fácil detecção em solução.  
A determinação da razão estequiométrica mais estável pode ser feita através do 
método de Job (Job Plot)16, que consiste em fazer a aquisição de 10 sistemas S-M, 
variando-se de a fração molar das duas espécies de 0 a 1, mas mantendo a soma 
das concentrações das espécies constante (Figura 3).   















Figura 3. Gráfico gerado pelo método de Job. 
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No gráfico,  substrato é fração molar do substrato e ∆Abs é a variação da 
absorbância em um determinado comprimento de onda. O ponto máximo (  substrato = 
0,5) fornece informação a respeito da razão estequiométrica do complexo formado 
em solução.  
           Outro método de se obter a razão estequiométrica mais estável e através do 
método da razão molar17, que consiste em fazer a aquisição de sistemas S-M 
mantendo-se a concentração do substrato constante e variando-se o numero de 









Figura 4. Gráfico gerado pelo método da razão molar. 
No gráfico acima, Equivalentemonômero é o número de equivalentes do 
monômero funcional e ∆Abs é a variação da absorbância em um determinado 
comprimento de onda. Pela intersecção das retas (Eqmonômero = 1,0) obtêm-se a 
informação a respeito da razão estequiométrica do complexo formado em solução.
 Através dos dados obtidos experimentalmente pode-se determinar a 
constante de equilíbrio para a formação do complexo mais estável utilizando funções 
matemáticas. Alguns dos métodos mais conhecidos e utilizados são da década de 
1950 e 1960 sendo eles: Benesi-Hildebrand, Scatchard, Scott e Rose-Drago18. 
Esses métodos descrevem complexos do tipo S-M(1:1), sendo a detecção 
separada dos diferentes complexos formados, quando o complexo é do tipo             
S-M(1:N), onde N>1, concomitantemente em solução pode não se tornar possível 













por espectrofotometria no UV–Vis e fluorimetria. Assim, a constante de equilíbrio 
medida não será determinada quando o complexo S-M apresentar razão 
estequiométrica diferente de 1:1. 
A constante de equilíbrio para a formação de complexos em solução pode ser 
determinada, por espectrofotometria no UV–Visível, segundo a equação de Benesi-




Na equação, o termo ∆A é a absorbância medida em cada concentração de 
Lo diminuída da absorbância inicial do substrato em um determinado comprimento 
de onda. Os termos [S0] e [L0] são, respectivamente, as concentrações iniciais do 
substrato e total do monômero funcional (ligante). O gráfico de 1 / ∆A em função de 
1 / [L0] (Figura 5) fornece, através dos coeficientes linear e angular, a constante de 











Figura 5. Gráfico de Benesi-Hildebrand para espectrofotometria no UV-Vis. 
Pela técnica de espectrofotometria de UV-Vis, acompanha-se a absorbância 
do complexo molecular em um determinado comprimento de onda. Essa propriedade 





é diretamente relacionada com a concentração do complexo através da Lei de 
Lambert–Beer:  
 
Abscomplexo =  . [Complexo]   (considerando caminho óptico = 1 cm) 
 
O  (coeficiente de absortividade molar) é uma medida da intensidade com 
que a absorção ocorre no comprimento de onda estudado. Quanto maior , maior a 
intensidade da absorção. Cada espécie química possui um valor característico de , 
assim, o valor de  do substrato é diferente do valor do  de cada complexo formado 
em solução. 
O  dos complexos S-M é diferente do  do S devido às interações entre os 
orbitais do substrato envolvidos na transição eletrônica em questão com os orbitais 
do monômero funcional. Essa mudança na diferença de energia entre os orbitais do 
substrato envolvidos na transição eletrônica é que permite a determinação da razão 
estequiométrica, já que a mudança nos valores de  de cada complexo formado e de 
sua concentração na solução é contabilizada nos valores de absorbância no 
comprimento de onda da transição eletrônica acompanhada, e é proporcional a 
magnitude das forças de interação envolvidas entre as espécies formadoras de cada 
complexo formado em solução.  
A referida constante de associação também pode ser determinada por 
fluorimetria19. Neste caso, acompanha-se a variação da intensidade de fluorescência 
do substrato enquanto a concentração do ligante é variada. A concentração do 
substrato permanece constante ao longo do experimento. A equação 2 é a equação 
de Benesi–Hildebrand para determinações da Ka dos complexos moleculares em 
solução.                                                                                              
Equação 2 
 
Nesta equação, o termo F0 e F1 são a intensidade de fluorescência em 
solvente quando [L0] = 0 e na presença de [L0] respectivamente. F é a intensidade de 
fluorescência quando a concentração do monômero funcional é muito alta, onde 









função de 1 / [L0] (Figura 6) fornece, através dos coeficientes linear e angular, a 









Figura 6. Gráfico de Benesi-Hildebrand para Fluorimetria. 
 Por Fluorimetria, acompanha-se a banda de emissão do complexo molecular, 
que também é diretamente relacionada com a concentração do complexo como 




Onde eI  é a intensidade de luz emitida, 0I  é a intensidade de radiação,  f é 
o rendimento quântico do fluoroforo, b é o caminho óptico e ε é o coeficiente de 
extinção molar do complexo.  
O f  (rendimento quântico) é uma medida do numero de fótons emitidos 
dividido pelo numero de fótons absorvidos. Então quanto maior o f , maior será a 
intensidade de emissão do complexo molecular. Cada espécie química possui um 
valor característico de f , assim, o valor de f  do substrato  é diferente do valor 
do f  de cada complexo formado em solução. 
Como o f  e  dos referidos complexos é diferente do f e  do substrato 
devido às interações entre os orbitais do substrato envolvidos na transição eletrônica 
][3,2 0 complexobII fe  
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em questão com os orbitais do monômero funcional. Essa mudança na diferença de 
energia entre os orbitais do substrato envolvidos na transição eletrônica 
acompanhada, é que permite a determinação da estequiometria e Ka do sistema 
através da Fluorimetria, já que a mudança nos valores de  e f  de cada complexo 
formado e de sua concentração na solução é contabilizada nos valores de 
absorbância no comprimento de onda da transição eletrônica acompanhada, e é 
proporcional a magnitude das forças de interação envolvidas entre as espécies 
formadoras de cada complexo formado em solução.  
A aproximação de que a concentração inicial do ligante é igual a sua 
concentração no equilíbrio se torna válida desde que, experimentalmente, a 
concentração do ligante esteja em excesso com relação à concentração do 
substrato. Essa condição deve ser respeitada para que o método Benesi–Hildebrand 
seja aplicado, na espectrofotometria no UV–Vis, fluorimetria e por RMN 1H18. Além 
disso, a concentração do substrato deve permanecer constante durante todo o 
experimento.  
De posse dos valores da constante de formação entre diferentes substratos e 
monômeros funcionais (ligantes), informações importantes podem ser obtidas acerca 
de que forças intermoleculares estão presentes nesses sistemas e de qual a 
magnitude dessas forças. Assim, a construção de polímeros molecularmente 











3. Objetivos     
 
1. Determinar, por espectrometria no UV-Vis, a estequiometria dos complexos 
formados entre os substratos (ácido gálico e derivados amida e éster) e diferentes 
monômeros funcionais (ácido acrílico, 4-vinilpiridina, metacrilamida e 2,6-
diacriloilaminopiridina), utilizando o método de Job e/ou da razão molar. 
2. Determinar, por espectrometria no UV-Vis, as constantes de associação, pelo 
método de Benesi-Hildebrand, para os complexos formados entre os substratos e 
monômeros funcionais.  
3. Determinar, por fluorimetria, a estequiometria dos complexos formados entre os 
substratos (ácido gálico e derivados amida e éster) e diferentes monômeros 
funcionais (ácido acrílico, 4-vinilpiridina , metacrílamida e  2,6-diacriloilaminopiridina), 
utilizando o método de Job e/ou da razão molar. 
4. Determinar, por fluorimetria, as constantes de associação, pelo método de Benesi-


















4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Materiais 
Os reagentes e solventes usados foram:  ácido 3,4,5‐trihidroxibenzóico (AG) 
Aldrich 99%, ácido 3,4,5‐triacetoxibenzóico (AGac) sintetizado pelo aluno de 
doutorado Juliano Vicente,  o 3,4,5-trihidroxibenzoato de octila (EAG) Aldrich 99%, o 
3,4,5-triacetoxibenzoato de octila (EAGac) sintetizado pelo aluno de doutorado 
Juliano Vicente , 3,4,5-trihiacetoxi-N-fenilbenzamida (AAGac) sintetizado pelo aluno 
de doutorado Juliano Vicente, ácido acrílico (AA) Fluka 99 %,  metacrílamida (MCA) 
Fluka 99 %, 2,6-diacriloilaminopiridina (AAPY) sintetizado pelo aluno de doutorado 
Juliano Vicente ,  Ácido Acrílico (AA) Fluka 99 %, 4-Vinilpiridina (VPY) Aldrich 95%,  
Acetonitrila Espectroscópica Carlo Erba e Benzeno Espectroscópico Aldrich. 
 
4.2 Equipamentos 
Fluorimetro Hitachi F4500 e espectrofotômetro UV-Vis Varian Carry 50 Bio. 
 
4.3 Métodos 
4.3.1 Determinação das Razões Estequiométricas pelo Método da Razão Molar 
por Espectrofotometria no UV–Vis  
As razoes estequiométricas entre os substratos ácido 3,4,5‐trihidroxibenzóico 
(ácido gálico), ácido 3,4,5‐triacetoxibenzóico,  o 3,4,5-trihidroxibenzoato de octila e o 
3,4,5-trihiacetoxi-N-fenilbenzamida e os monômeros funcionais ácido acrílico,           
4-vinilpiridina, metacrílamida e 2,6-diacriloilaminopiridina foram determinadas, por 
espectrofotometria no UV–Vis, como já discutido, por um método bem estabelecido 
na literatura, o método da razão molar. 
Nesse método, a aquisição espectral de várias soluções é obtida. Em todas 
as soluções a concentração do substrato é mantida constante, enquanto a 
concentração do monômero (ligante) é variada de 0 a 6 equivalentes. Acompanha-
se a variação da absorbância de uma banda do substrato, e um gráfico de 
absorbância por numero de equivalentes do monômero funcional é feito para 
determinação da razão estequiométrica, que é obtida pelo a partir da quebra da 
linearidade da curva obtida.  
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Em todos os experimentos, duas soluções estoque foram preparadas: 
A) Substrato em concentração conhecida. 
B) Monômero Funcional em concentração conhecida + substrato presente na 
mesma concentração da solução A. 
O solvente usado foi Acetonitrila espectroscópica (ACN).  
  Os experimentos foram feitos seguindo o seguinte procedimento: em uma 
cubeta de quartzo contendo 1,0 ml da solução A realizou-se aquisição espectral de 
200 a 900 nm. Foi, então, adicionada uma alíquota da solução B à mesma cubeta 
onde foi tomada a aquisição espectral da solução A. Após 1 minuto, uma nova 
aquisição espectral foi feita.  Sucessivas alíquotas de solução B foram adicionadas à 
mesma cubeta, sempre respeitando o intervalo de 1 minuto entre a adição de cada 
alíquota de solução B e cada aquisição espectral realizada. 
 Os valores de absorbância do substrato no comprimento de onda 
acompanhado foram tomados e plotados em um gráfico de razão molar. Neste 
gráfico, pode-se notar duas regiões. A transição de uma região para outra se dá no 
ponto onde todo o substrato está complexado e não há nem substrato nem ligante 
livre em solução. Este ponto de inflexão marca a razão estequiométrica do 
complexo. 
A Tabela 1 apresenta os parâmetros experimentais referentes a cada experimento 
realizado por espectrofotometria no UV-Vis. 
 
Tabela 1. Parâmetros experimentais fixados em cada experimento realizado por UV-
Vis. 
Sistema Estudado Banda Acompanhada (nm) [Substrato] (mM)
AG-AA 270 2,000 
AG-MCA 274 2,000 
AG-VPY 230 2,000 
AGac-AA 245 2,100 
AGac-MCA 255 2,100 
AGac-VPY 235 2,100 
EAG-AA 268 0,710 
EAG-MCA 267 0,710 
EAG-VPY 228 0,710 
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AAGac-AA 256 0,503 
AAGac-MCA 250 0,503 
AAGac-VPY 242 0,503 
 
Os monômeros AA, MCA e VPY, absorvem na região estudada ( 216-275 
nm), então, em relação à medida de estequiometria por UV-Vis nos complexos S-M 
deve-se destacar que a absorbância medida foi descontada da absorbância desses 
monômeros na região estudada para que se chega-se ao valor de  A no gráfico da 
razão molar. Essas absorbâncias individuais do AA, MCA e VPY foi realizada em um 
experimento adicional utilizando apenas solvente e monômero nas mesmas 
concentrações usadas na Tabela 1. 
 
4.3.2 Determinação das Razões Estequiométricas pelo Método de Job por 
Fluorimetria  
As razões estequiométricas entre os substratos ácido 3,4,5‐trihidroxibenzóico 
(ácido gálico), ácido 3,4,5‐triacetoxibenzóico,  o 3,4,5-trihidroxibenzoato de octila, o 
3,4,5-triacetoxibenzoato de octila e o 3,4,5-trihiacetoxi-N-fenilbenzamida e os 
monômeros funcionais ácido acrílico, 4-vinilpiridina , metacrílamida e  2,6-
diacriloilaminopiridina foram determinadas, por fluorimetria, como já discutido, por 
um método bem estabelecido na literatura, o método de Job. 
Nesse método, a aquisição espectral de 11 soluções é obtida. Em todas as 
soluções variou-se a fração molar das duas espécies de 0 a 1 mantendo a soma das 
concentrações das espécies constante. Acompanha-se a variação da intensidade de 
fluorescência de uma banda do substrato, e um gráfico de Job é feito para 
determinação da razão estequiométrica, que é obtida a partir do ponto de maior 
variação da intensidade de fluorescência.  
Em todos os experimentos, duas soluções estoque foram preparadas: 
A) Substrato em concentração conhecida. 
B) Monômero Funcional na mesma concentração de A. 
O solvente usado foi Acetonitrila espectroscópica (ACN).  
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  Os experimentos foram feitos seguindo o seguinte procedimento: em 11 
cubetas de quartzo preparou-se soluções de fração molar variando de 0 a 1, 
provenientes da mistura da  solução A com solução B, respeitando a condição de 
que a soma total da concentração de substrato e monômero funcional é constante 
em todas as 11 cubetas.  
 A partir da aquisição espectral, os valores de intensidade de 
fluorescência do substrato no comprimento de onda acompanhado foram tomados e 
plotados em função da fração molar, em um gráfico de Job e obtida à razão 
estequiométrica do complexo S-M. A Tabela 2 apresenta os parâmetros 
experimentais referentes a cada experimento realizado por fluorimetria. 
 














AG-AA 0,05 270 340 2,5 5,0 
AG-MCA 0,05 270 340 2,5 5,0 
AG-VPY 0,05 270 340 2,5 5,0 
AG-AAPY 0.05 270 340 2,5 5,0 
AGac-AA 0,05 300 543 5,0 10 
AGac-MCA 0,05 300 543 5,0 10 
AGac-VPY 0,05 300 543 5,0 10 
AGac-AAPY 0.05 300 340 5,0 10 
EAG-AA 0,05 270 340 2,5 5,0 
EAG-MCA 0,05 270 340 2,5 5,0 
EAG-VPY 0,05 270 340 2,5 5,0 
EAG-AAPY 0.05 300 340 2,5 5,0 
EAGac-AA 0,05 270 340 5,0 5,0 
EAGac-MCA 0,05 270 340 5,0 5,0 
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EAGac-VPY 0,05 270 340 5,0 5,0 
EAGac-AAPY 0.05 300 340 5,0 5,0 
AAGac-AA 0,05 300 540 5,0 10 
AAGac-MCA 0,05 300 540 5,0 10 
AAGac-VPY 0,05 300 540 5,0 10 
AAGac-AAPY 0.05 300 340 5,0 10 
 
Os monômeros AA, MCA, VPY e AAPY, emitem na região estudada, então 
em relação à medida da razão estequiometria nos complexos S-M deve-se destacar 
que a intensidade de emissão medida foi descontada da intensidade de emissão 
desses monômeros na região estudada para que se chega-se ao valor de  F0-F no 
gráfico de Job. Essas absorbâncias individuais do AA, MCA, VPY e AAPY foi 
realizada em um experimento adicional utilizando apenas solvente e monômero nas 
mesmas concentrações usadas na Tabela 2. 
 
4.2.3 Determinação das Constantes de Associação (Ka) por Fluorimetria 
As constantes de associação aparente entre os substratos ácido 3,4,5‐
trihidroxibenzóico (ácido gálico),  3,4,5-trihidroxibenzoato de octila  os monômeros 
funcionais ácido acrílico e metacrílamida foram determinadas, por fluorimetria, como 
já discutido, por um método bem estabelecido na literatura, o método de Benesi-
Hildebrand. 
  Nesse método, a aquisição espectral de várias soluções é obtida. Em todas 
as soluções a concentração do substrato é mantida constante, enquanto a 
concentração do monômero (ligante) é variada. Acompanha-se a variação da 
intensidade de fluorescência de uma banda do substrato, e um gráfico de Benesi-
Hildebrand é feito para determinação da constante de associação, que é obtida a 
partir dos coeficientes angular e linear da reta. Os experimentos devem ser feitos a 
temperatura constante, já que os valores de constantes de equilíbrio apresentam 
dependência com a temperatura. 
Em todos os experimentos, duas soluções estoque foram preparadas: 
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A) Substrato em concentração conhecida. 
B) Monômero Funcional em concentração conhecida + substrato presente na 
mesma concentração da solução A. 
O solvente usado foi Acetonitrila espectroscópica (ACN) e/ou Benzeno 
espectroscópico (BZ).  
  Os experimentos foram feitos seguindo o seguinte procedimento: em uma 
cubeta de quartzo contendo 1,0 ml da solução A realizou-se aquisição espectral de, 
emissão, 290 a 900 nm. Foi, então, adicionada uma alíquota da solução B à mesma 
cubeta onde foi tomada a aquisição espectral da solução A. Após 1 minuto, uma 
nova aquisição espectral foi feita.  Sucessivas alíquotas de solução B foram 
adicionadas à mesma cubeta, sempre respeitando o intervalo de 1 minuto entre a 
adição de cada alíquota de solução B e cada aquisição espectral realizada. 
 Os valores de intensidade de fluorescência do substrato no comprimento de 
onda acompanhado foram tomados e plotados em um gráfico de Benesi-Hildebrand. 
A Ka pôde então ser obtida através dos valores dos coeficientes angular e 
linear da reta 1/ (F0-F) em função de 1 / [L0] (inverso da concentração do ligante) 
plotada para cada sistema. 
A tabela 3 apresenta os parâmetros experimentais referentes a cada 
experimento realizado por fluorimetria: 
 
Tabela 3. Parâmetros experimentais fixados em cada experimento realizado por 
Espectrofotometria no Fluorimetria, todos a 25 º C. 
Sistema 
Estudado 












AG-AA ACN 0,05 270 340 2,5 5,0 
AG-MCA ACN 0,05 270 340 2,5 5,0 
AG-VPY ACN 0,05 270 340 2,5 5,0 
AGac-AA ACN 0,05 300 543 5,0 10 
AGac-MCA ACN 0,05 300 543 5,0 10 
AGac-VPY ACN 0,05 300 543 5,0 10 
EAG-AA ACN 0,05 270 340 2,5 5,0 
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EAG-MCA ACN 0,05 270 340 2,5 5,0 
EAG-VPY ACN 0,05 270 340 2,5 5,0 
EAG-VPY ACN + BZ 
2% (v/v) 
0,05 270 340 5,0 5,0 
EAG-VPY ACN + BZ 
10% (v/v) 
0,05 270 340 5,0 5,0 
EAG-BZ ACN 0,05 270 340 5,0 5,0 
AAGac-AA ACN 0,05 300 540 5,0 10 
AAGac-MCA ACN 0,05 300 540 5,0 10 
AAGac-VPY ACN 0,05 300 540 5,0 10 
AAGac-VPY ACN + BZ 
2% (v/v) 
0,05 270 340 5,0 5,0 
AAGac-VPY ACN + BZ 
10% (v/v) 
0,05 270 340 5,0 5,0 















5. Resultados e Discussão 
5.1 Ácido 3,4,5-trihidroxibenzóico (Ácido Gálico) 
5.1.1 Determinação da razão estequiométrica e constante de associação 
O ácido 3,4,5-trihidroxibenzóico (AG) é um dos substratos no qual se deseja 
preparar polímeros molecularmente impressos, para posteriores estudos de 
liberação controlada. Assim foram realizados estudos de determinação da razão 
estequiométrica e Ka entre AG e os monômeros funcionais AA, MCA, AAPY e VPY 
(figura 7) .  A razão estequiométrica e a Ka para tais sistemas foi obtida, quando 
possível, por espectrofotometria no UV-Vis e fluorimetria. 
As razões estequiométricas dos complexos formados entre AG e os 
monômeros funcionais AA, MCA, AAPY e VPY são mostrados na tabela 4 e foram 
obtidos por dois métodos, razão molar, obtida por UV-Vis, e Job, realizado por 
fluorimetria, como mostrado nas figuras 8 e 9. 
 
Tabela 4. Valores da razão estequiométrica para os sistemas AG-AA, AG-MCA, AG-
AAPY e AG-VPY. 
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Figura 8. Gráfico da razão molar, obtido pela formação do complexo entre AG e AA 
por espectrofotometria no UV–Vis, a 25 ºC utilizando acetonitrila como solvente. 






















Figura 9. Gráfico Job obtido pela associação entre AG e AA por Fluorimetria, a       
25 ºC utilizando acetonitrila como solvente. 
 Comparando-se os resultados mostrados nas figuras 8 e 9, pode-se perceber 
certa discrepância entre os métodos. Para o experimento mostrado na Figura 8, a 
razão molar é de 1:0.75 (ou 4:3), enquanto que para o experimento da Figura 9, a 
razão é 1:1. Atribui-se essa discrepância não ao método, mas sim a técnica utilizada 
na determinação das concentrações dos complexos S-M. Quando a 
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espectrofotometria no UV-Vis é utilizada, a ∆Abs é muito pequena em todos os 
complexos estudados, sendo na ordem de 10-1-10-3. Como a variação de 
absorbância é muito pequena, o erro associado ao experimento se torna maior, 
gerando essa diferença de razão estequiométrica. Foram realizados, por 
espectrofotometria no UV-Vis os experimentos de determinação da razão 
estequiométrica pelo método de Job e a determinação da constante de associação 
pelo método de Benesi-Hildebrand, não sendo possível a obtenção desses 
resultados por essa técnica, como mostrado na Figura 10. 
                                                                   















                                  
Figura 10. (a) Gráfico da determinação da Ka pelo método de Benesi-Hildebrand  
obtido pela associação entre AG e AA por UV-Vis, a 25 ºC utilizando acetonitrila 
como solvente; (b) Gráfico do método de Job, obtido pela associação entre AG e AA 
por UV-Vis, a 25 ºC utilizando acetonitrila como solvente. 
Pelo gráfico fica evidente que o método de job para determinação da razão 
estequiométrica, e o método de Benesi-Hildebrand, ambos por UV-Vis não se 
mostraram técnicas eficientes 
Assim a técnica de Fluorimetria foi utilizada como técnica principal, sempre 
que possível, para determinação da razão estequiométrica e constante de 
associação, já que mostra-se uma técnica mais sensível, comparada a UV-vis, 
apresentando resultados mais precisos.  
















As Ka dos complexos formados entre AG e os monômeros funcionais AA e 
MCA são mostrados na Tabela 5 e foram obtidos pelo método de Benesi-Hildebrand, 
realizado por fluorimetria, como mostrado nas figuras 11 e 12 
 
Tabela 5. Valores de Ka para os sistemas AG-AA e AG-MCA. 
Ka (M-1) AG-AA AG-MCA 















Figura 11. Gráfico Benesi–Hildebrand obtido pela associação entre AG e AA 
acompanhada por Fluorimetria, a 25 ºC utilizando acetonitrila como solvente. 
 




















Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,9952
Value Standard Error
F Intercept 8,44033E-4 4,19831E-6
F Slope 3,12851E-7 1,08543E-8
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Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,98129
Value Standard Error
H Intercept -1,10504E-4 7,43923E-5
H Slope 2,70729E-6 1,41084E-7
 
Figura 12. Gráfico Benesi–Hildebrand obtido pela associação entre AG e MCA 
acompanhada por Fluorimetria, a 25 ºC utilizando acetonitrila como solvente. 
                                                   
           Os valores mostrados na Tabela 5 são bastante interessantes, principalmente 
por mostrar uma preferência na associação do AG com AA muito maior do que com 
a MCA. 
 Apesar da complexidade de analisar-se os tipos e a quantidade de possíveis 
interações intermoleculares presentes na associação entre essas espécies em 
solução, destacaremos a seguir algumas delas que podem, a principio, levar a uma 
racionalização dos resultados acima expostos.                    
Os valores de Ka para os complexos AG-AA e AG-MCA são bastante 
diferentes, sendo o do complexo AG-AA (Ka = 2697) sessenta e cinco vezes maior 
que o do AG-MCA (Ka = 40). Uma possível explicação para essa diferença seria a 
formação de um dímero AG-AG, já que dímeros de ácidos carboxílicos são bastante 
estáveis. Com a formação do dímero de AG, a única opção de interação para a MCA 
seriam os grupos hidroxílicos, o que geraria uma interação de menor magnitude do 
que com o ácido carboxílico, e assim uma menor Ka. Esse efeito pode ser observado 
no EAG, onde apenas as hidroxilas estão livres para interação de hidrogênio com o 
AA e a MCA, gerando Ka bem pouco intensas e de magnitude próximas dessa 
observada para o complexo molecular entre AG-MCA. 
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Já para o complexo molecular entre AG-AA, deve haver uma competição na 
formação do dímero de acido carboxílico, já que o hidrogênio ácido, tanto do AG 
quanto do AA possuem pKa próximos, sendo 4,28 o pKa do AG e 4,50 do AA20. 
Assim a interação do AA seria preferencialmente pela parte carboxílica do AG, 
gerando uma constante de Ka mais alta do que com a MCA.  
Já a para o AG-AAPY não foi possível obter a Ka, pois a interação entre eles 
se mostrou muito intensa a ponto de suprimir a banda de emissão do AG como 
mostrado na Figura 13 para o AG.  
 

























Figura 13. Supressão da emissão do AG após adição do monômero funcional 
AAPY. 
Uma solução para este problema seria realizar o experimento por RMN-1H, 
onde se acompanharia o deslocamento químico do hidrogênio das amidas, caso 
haja interação de hidrogênio, e/ou acompanhar os hidrogênios do anel piridínico, 
caso haja interação do tipo --stacking. 
 
5.2 Ácido 3,4,5-triacetoxibenzóico 
5.2.1 Determinação da razão estequiométrica e constante de associação 
O ácido 3,4,5-triacetoxibenzóico (AGac) é um substrato no qual se deseja 
verificar a influência dos grupos acetila na razão estequiométrica entre S-M e na 
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magnitude da constante de associação, em comparação ao seu derivado não 
acetilado. Assim, foram realizados estudos de determinação da razão 
estequiométrica entre AGac e os monômeros funcionais AA, MCA, AAPY e VPY.  A 
razão estequiométrica para tais sistemas foi obtida, quando possível, por 
espectrofotometria no UV-Vis e fluorimetria. 
As razões estequiométricas dos complexos formados entre AGac e os 
monômeros funcionais AA, MCA, AAPY e VPY (Figura 14) são mostrados na Tabela 
6 e foram obtidos por dois métodos, razão molar, realizado por UV-Vis, e Job, 
realizado por fluorimetria. 
 
Tabela 6. Valores da razão estequiométrica para os sistemas AGac-AA, AGac-MCA, 
AGac-AAPY e AGac-VPY. 
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Figura 14. Estruturas do substrato AGac e os monômeros AA, MCA, AAPY e VP. 
 
As Ka dos complexos formados entre AGac e os monômeros funcionais AA e 





Tabela 7. Valores de Ka para os sistemas AGac-AA e AGac-MCA . 
Ka (M-1) AGac-AA AGac-MCA 
Fluorimetria 1143 1282 
 
A interação do AGac com AA, MCA e AAPY, possui razão estequiométrica 
1:1, ou seja, o complexo molecular com maior associação. Como se trata de 
sistemas 1:1, a equação de Benessi-Hildebrand foi utilizada para calcular a Ka. 
desses complexos. Enquanto que para o complexo AGac-VPY, a razão 
estequiométrica é 2:1, não sendo possível a determinação das constantes de 
associação, pois a detecção separada dos diferentes complexos formados, quando 
o complexo é do tipo S-M(2:1), concomitantemente em solução, não é possível por 
espectrofotometria no UV–Vis e fluorimetria. 
Os valores de Ka para os complexos AGac-AA e AGac-MCA são bem 
próximos, o que difere de seu derivado não acetilado. O complexo molecular entre 
AGac-AA gerou uma Ka duas vezes menor que de seu derivado não acetilado AG-
AA, provavelmente devido ao efeito ativante dos grupo hidroxílico na posição para 
ao acido carboxílico (Figura 15), enquanto que no AGac os grupos acetila desativam 
o anel, levando assim a uma interação menor com o monômero funcional. 
 
Figura 15. Híbridos de ressonância do Ácido Gálico. 
 
Já para o complexo molecular entre AGac-MCA, a Ka é muito maior que de 
seu derivado AG. Levando em consideração que os grupos hidroxílicos foram 
acetilados no AGac, o único sitio de interação do substrato é a parte do acido 
carboxílico e assim favorecendo a magnitude da Ka, quando comparada com o AG. 
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Para o AGac-AAPY não foi possível obter a Ka, pois a interação entre eles se 
mostrou muito intensa a ponto de suprimir a banda de emissão do AGac. Uma 
solução para esse problema seria realizar o experimento por RMN-1H. 
 
5.3 3,4,5-trihidroxibenzoato de octila 
5.3.1 Determinação da razão estequiométrica e constante de associação 
Nesta seção descreveremos os estudos realizados com o EAG, derivado 
Ester do ácido gálico, um substrato de interesse na preparação de MIP’s. Assim 
foram realizados estudos de determinação da razão estequiométrica e Ka entre EAG 
e os monômeros funcionais AA, MCA, AAYP e VPY.  A razão estequiometria e a Ka 
para tais sistemas foi obtida, quando possível, por espectrofotometria no UV-Vis e 
fluorimetria. 
As razões estequiométricas dos complexos formados entre EAG e os 
monômeros funcionais AA, MCA, AAPY e VPY (Figura 16) são mostrados na Tabela 
8 e foram obtidos por dois métodos, razão molar, realizado por UV-Vis, e Job, 
realizado por fluorimetria. 
 
Tabela 8. Valores da razão estequiométrica para os sistemas EAG-AA, EAG-MCA, 
EAG-AAPY e EAG-VP. 
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1:1 1:1 - 4:3 
Fluorimetria 
(método de Job) 
- 1:1 1:1 1:1 
 
  
As Ka dos complexos formados entre EAG e os monômeros funcionais AA , 






Tabela 9. Valores de Ka para os sistemas EAG-AA, EAG-MCA e EAG-VPY. 
Ka (M-1) EAG-AA EAG-MCA EAG-VPY 




Figura 16. Estruturas do substrato EAG e os monômeros AA, MCA, AAPY e VP. 
 
A interação do EAG com AA, MCA, VPY e AAPY, possui razão 
estequiométrica 1:1, ou seja, o complexo molecular com maior associação. Como se 
trata de sistemas 1:1, a equação de Benessi-Hildebrand, assim como para os 
sistemas mostrados anteriormente, foi utilizada para calcular a Ka. Para formação 
desses complexos.  
As constantes de associação entre EAG-AA e EAG-MCA são baixas, 
comparadas a outros valores obtidos, já que a interação desses monômeros 
funcionais, provavelmente, deve ocorrer na parte fenólica do EAG, sendo os 
hidrogênios fenólicos bem menos ácidos do que os de ácidos carboxílicos como no 
AG e com isso as interações de hidrogênio se tornam  pouco intensas. 
Já o sistema EAG-VPY, possui uma alta Ka, graças a interações de hidrogênio 
e uma possível interação --stacking, como mostrado na Figura 17, já que para 
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sistemas que realizam apenas interações de hidrogênio a Ka foi baixa, como 
observado no complexo EAG-AA e EAG-MCA.  
 
Figura 17. Interação do EAG com a VPY. 
Para confirmar que a interação entre EAG-VPY é preferencialmente do tipo   
--stacking, foi realizado experimentos entre EAG-VPY com adição de benzeno na 
proporção de 2%, 10% (v/v)  e realizado um experimento de controle entre EAG e o 
benzeno (BZ), para se  determinar as constantes de associação entre esses 
sistemas como mostrado na Tabela 10. 
Tabela 10. Valores de Ka para os sistemas EAG-VPY 2% BZ, EAG-VPY 10% BZ, 
EAG-BZ.  
Ka (M-1) EAG-VPY 2% BZ 
v/v 
EAG-VPY 10% BZ 
v/v 
EAG-BZ 
Fluorimetria 7765,95 5968,48 37175,32
 
Com adição de benzeno há uma diminuição da constante de associação entre 
EAG-VPY. Esse efeito ocorre provavelmente, pois o benzeno se empacota com as 
moléculas de substrato e monômero funcional, alem de competir com o monômero 
funcional pelo sitio de interação do EAG. Isso fica evidenciado pelas altas Ka entre 
EAG-VPY e entre o EAG-BZ e a drástica diminuição quando há mistura deles. 
Já para o EAG-AAPY não foi possível obter a Ka, pois a interação entre eles 
se mostrou muito intensa a ponto de suprimir a banda de emissão do EAG. Uma 







5.4 3,4,5-triacetoxibenzoato de octila 
5.4.1 Determinação da razão estequiométrica 
O 3,4,5-triacetoxibenzoato de octila (EAGac) é um substrato no qual se 
deseja verificar a influencia dos grupos acetila na razão estequiométrica entre S-M e 
na magnitude da constante de associação, em comparação ao seu derivado não 
acetilado. Assim foram realizados estudos de determinação da razão 
estequiométrica entre EAGac e os monômeros funcionais AA, MCA, AAPY e VPY.   
As razões estequiométricas dos complexos formados entre EAGac e os 
monômeros funcionais AA, MCA, AAPY e VPY (Figura 18) são mostrados na Tabela 
11 e foram obtidos pelo método de job, realizado por fluorimetria. 
 
Tabela 11. Valores da razão estequiométrica para os sistemas EAGac-AA, EAGac-












(método de Job) 
2:1 2:1 1:3 4:1 
 
 




Os valores apresentados na Tabela 11 mostram que as razoes 
estequiométricas são complexas para todos os monômeros funcionais estudados. 
Tais associações não podem ser estudadas pelo método de Benesi-Hildebrand, pois 
a detecção separada dos diferentes complexos formados concomitantemente em 
solução não é possível por espectrofotometria no UV–Vis e fluorimetria. 
Esses resultados de razão estequiométrica mostram que para o EAGac as 
interações com monômeros funcionais não devem ser especifica, já que não há um 
sitio de interação como um hidrogênio ácido ou um hidrogênio fenólico presentes 
nos substratos anteriores. 
 
5.5  3,4,5-triacetoxi-N-fenilbenzamida 
5.5.1 Determinação da razão estequiométrica e constante de associação 
O 3,4,5-triacetoxi-N-fenilbenzamida (AAGac) é um dos substratos no qual se 
deseja preparar polímeros molecularmente impressos, para posteriores estudos de 
liberação controlada. Assim foram realizados estudos de determinação da razão 
estequiométrica entre AAGac e os monômeros funcionais AA, MCA, AAYP e VPY.  A 
estequiometria para tais sistemas foi obtida, quando possível, por espectrofotometria 
no UV-Vis e fluorimetria. 
As razões estequiométricas dos complexos formados entre AAGac e os 
monômeros funcionais AA, MCA, AAPY e VPY (Figura 19) são mostrados na tabela 
12 e foram obtidos por dois métodos, razão molar, realizado por UV-Vis, e Job, 
realizado por fluorimetria. 
Tabela 12. Valores da razão estequiométrica para os sistemas AAGac-AA, AAGac-
MCA, AAGac-AAPY e AAGac-VPY. 









(método da razão molar) 
- 4:3 - 4:3 
Fluorimetria 
(método de Job) 





 Figura 19. Estruturas do substrato AAGac e os monômeros AA, MCA, AAPY e VPY. 
As Ka dos complexos formados entre AAGac e os monômeros funcionais AA , 
MCA e VPY são mostrados na Tabela 13 e foram obtidos pelo método de Benesi-
Hildebrand. 
 
Tabela 13. Valores de Ka para os sistemas AAGac-AA,  AAGac-MCA e AAGac-VPY. 
Ka (M-1) AAGac-AA AAGac-MCA AAGac-VPY 
Fluorimetria 217 2107 1733 
 
A interação da AAGac com AA, possui razão estequiométrica 1:1, ou seja, o 
complexo molecular com maior associação. Já para os complexos moleculares entre 
AAGac-VPY e AAGac-MCA, a razão estequiométrica obtida foi de 4:3, pois sua 
obtenção só foi possível  por espectrofotometria no UV-Vis. Essa razão 
estequiométrica foi considerada como 1:1, pois como observado para outros 
substratos, como EAG, a razão estequiométrica 4:3 obtida por espectrofotometria no 
UV-Vis apresentavam razão de 1:1 quando obtidas por fluorimetria para diversos 
substratos estudados. Tratando-se de sistemas 1:1, a equação de Benessi-
Hildebrand foi utilizada para calcular a Ka desses complexos. Já a razão 
estequiométrica do complexo entre AAGac-AAPY não foi possível ser determinada 
por UV-Vis e fluorimetria tanto pelo método da razão molar quanto pelo método de 
Job.  
A constante de associação entre AAGac-MCA, é cerca de dez vezes maior do 
que para o complexo com AA. Esse fato é bastante interessante, uma possível 
explicação é devido a formação de uma interação do tipo dipolo-dipolo (Figura 20) 
entre AAGac com MCA, já que essas moléculas possuem híbridos de ressonância 
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com dois pólos, enquanto que para o sistema AAGac-AA a interação deve ser do 
tipo interação de hidrogênio, já que o mesmo não possui um hibrido de ressonância 
com formação de dois pólos, desfavorecendo assim a magnitude da constante de 
associação. 
 
Figura 20. (a) Estruturas de ressonância da AAGac; (b) Interação da AAGac com 
MCA. 
Já a para o AAGac-AAPY não foi possível obter a Ka, pois a interação entre 
eles se mostrou muito intensa a ponto de suprimir a banda de emissão do AAGac. 


















Uma etapa importante na construção de polímeros molecularmente impressos 
(MIP’s) envolve os estudos de pré-polimerização, que podem ser feitos através da 
determinação das estequiometrias e constantes de associação (Ka) entre um 
substrato e diferentes monômeros funcionais (ligantes). 
 Neste trabalho, buscou-se a otimização de substratos e monômeros 
funcionais candidatos ao uso em MIP’s para liberação controlada de fármacos. 
Os substratos estudados foram o ácido 3,4,5‐trihidroxibenzóico (AG), ácido 
3,4,5‐triacetoxibenzóico (AGac), 3,4,5-trihidroxibenzoato de octila (EAG) e o 3,4,5-
trihiacetoxi-N-fenilbenzamida (AAGac) e os monômeros funcionais ácido acrílico 
(AA), 4-vinilpiridina (VP), metacrílamida (MCA) e 2,6-diacriloilaminopiridina (AAPY). 
As estequiometrias dos complexos S-M puderam ser determinadas por diferentes 
técnicas, espectroscopia no UV-Vis e Fluorimetria, os valores de razão 
estequiométrica apresentaram discrepância em alguns resultados, não devido ao 
método utilizado, mas sim a técnica. 
A espectrofotometria no UV-Vis não mostrou-se uma técnica eficaz na 
determinação da estequiometria e da constante de associação, principalmente pela 
sua pouca sensibilidade, enquanto que por fluorimetria pode-se obter os valores de 
Ka, mostrando ser uma técnica mais sensível para determinação da magnitude das 
interações entre os complexos moleculares S-M estudados. Os valores de Ka foram 
altos para os complexos moleculares entre AG-AA, EAG-VP,  AAGac-VPY e AAGac-
MCA, devido, principalmente, a interações do tipo dipolo-dipolo, --stacking e 
interações de hidrogênio que favoreceram para a magnitude desses valores.   
Os resultados obtidos nesse trabalho mostram de maneira satisfatória a 
importância dos estudos de pré-polimerização no desenvolvimento de polímeros 
molecularmente impressos. Os estudos apresentados mostram que a construção 
dos MIP’s para liberação controlada de fármacos utilizando o ácido gálico e seus 
derivados como substratos, deverá ser realizada selecionando-se os monômeros 
funcionais que apresentaram razões estequiométricas 1:1 e com as constantes de 
associação mais altas. 
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8.1 Gráficos da determinação da estequiometria pelo método da razão molar 
por espectrofotometria do UV-Vis 
 



































































































































































8.2 Gráficos da determinação da estequiometria pelo método de Job por 
Fluorimetria 
 





































































































































































































































































































































































































































8.3 Gráficos da determinação da constante de associação pelo método de 






















Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,99331
Value Standard Error
F Intercept -2,83063E-4 1,25023E-4
F Slope 7,88652E-6 3,23235E-7




























1/ [ ] M
Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,98832
Value Standard Error
G Intercept -5,92823E-4 9,74275E-5































Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,97617
Value Standard Error
J Intercept 2,02965E-4 2,50727E-7






























1/ [ ] M-1
Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,9977
Value Standard Error
G Intercept 3,99188E-4 3,759E-6




























1/ [ ] M-1
Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,9977
Value Standard Error
G Intercept 3,99188E-4 3,759E-6





























1 /[ ] M-1
Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,94215
Value Standard Error
G Intercept -0,00208 4,17535E-4





























1 /[ ] M-1
Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,97811
Value Standard Error
H Intercept 7,55553E-4 1,40334E-5






























1 /[ ] M-1
Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,997
Value Standard Error
I Intercept 2,6802E-4 1,63424E-6





8.4 Gráficos da determinação da constante de associação, com 2 e 10% de 






















1 / [ ] M-1
Equation y = a + b*
Adj. R-Squar 0,97816
Value Standard Erro
G Intercept 1,46402E- 5,77746E-7
G Slope 1,88147E- 1,40178E-9
























1 / [ ] M-1
Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,97438
Value Standard Error
H Intercept 5,34207E-4 2,98328E-6
























1 / [ ] M-1
Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,99603
Value Standard Error
I Intercept 7,49614E-4 1,98211E-6
























1 / [ ] M-1
Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,94856
Value Standard Error
J Intercept 0,0017 1,17761E-5







8.5 Gráficos da determinação da constante de associação entre EAG e AAGac 























1 / [ ] M-1
Equation y = a + b*
Adj. R-Square 0,97227
Value Standard Error
K Intercept 2,29396E-4 2,1383E-7
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1 / [ ] M-1
Equation y = a + b*x
Adj. R-Square 0,97933
Value Standard Error
L Intercept 4,00448E-4 1,82574E-6
L Slope 4,34106E-8 3,14496E-9
 
